中国云南省宣威地区（包括宣威、富源、麒麟和沾益等）（E 103°35′30″-104°49′48″, N 25°02′38″-26°44′50″），位于中国西南部，该地区拥有人口约310万，95%为农村居民，是世界非吸烟女性肺癌发病率最高的地区之一，甚至在宣威县的来宾镇，女性肺癌发病率高达400/100, 000，是全国平均水平的20倍^\[[@b1]-[@b3]\]^。

宣威地区女性肺癌高发病率受到国内外众多学者的关注，最近的研究^\[[@b4],\ [@b5]\]^表明，宣威地区女性肺癌高发可能与当地开采和使用的C1烟煤及其燃烧产物（底灰和烟尘）中含有的大量超细二氧化硅颗粒物紧密联系。1996年国际癌症研究机构（International Agency For Research On Cancer, IARC）将石英（结晶型二氧化硅）规定为人类第一类致癌物质，相关研究也支持石英是一种肺部致癌物质^\[[@b1]\]^，这些研究成果主要来自于对工业场所和职业环境暴露（如：喷砂、陶瓷工人、水泥制造、采石、建筑工人等）二氧化硅研究后获得。中国云南省宣威地区非吸烟女性肺癌可能是自然暴露（室内燃煤空气污染）二氧化硅后形成肺癌的良好模型。因此，从C1烟煤燃烧产物中分离天然产出的纳米二氧化硅颗粒物，分析这些颗粒物的粒径分布、表面特征和显微组分依存关系，研究这种自然产出的纳米二氧化硅是否比已知的有毒颗粒物（工业生产的纳米二氧化硅和结晶型二氧化硅）具有更高的体外细胞毒性，能为纳米二氧化硅致肺癌发生的假说提供理论支持，为纳米颗粒物毒性研究提供重要参考数据。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. C1烟煤燃烧后底灰中的纳米二氧化硅分离与表征 {#s1-1}
-----------------------------------------------

### 1.1.1. 获取C1烟煤底灰样品 {#s1-1-1}

烟煤取自宣威县来宾镇老林煤矿和雁塘煤矿，当地人群肺癌发病率非常高，共20份，每份为1 kg。在可控气氛的管式电炉中进行灰化，把氮气和氧气预先混合（4:1的比例），将炉内温度加热至1, 100 oC，获得实验室烟煤燃烧后的高温灰化样品。

### 1.1.2. C1烟煤底灰中的纳米二氧化硅分离 {#s1-1-2}

取约2 g底灰溶于8 mL的四氢呋喃溶液（Tetrahydrofuran, THF/杭州四季青公司）中，超声波浴缸中震荡（FS-60H, 130 W, 20 kHz, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA）约30 min，再加入六偏磷酸钠2 g（分散凝聚的细小颗粒），再次超声波震荡约10 min，静置2 h，待出现沉淀物后取上清液在高速离心机（H1650-W型/Xlang Yi有限公司)上离心（\> 12, 000转，持续约10 min），去除上清液后自然风干，取沉淀物进行鉴定。

### 1.1.3. 二氧化硅颗粒物表征 {#s1-1-3}

扫描电镜（scanning electron microscopy, SEM）观察分离出的颗粒物形态及大小，用配带的能谱仪（Energy Dispersive X-ray analyzer, EDX）分析其颗粒物的显微组分；马尔文激光粒度分析仪分析颗粒物的粒径分布（将0.1 g的颗粒物溶于95%乙醇中，超声波浴缸中震荡分散颗粒物后上机分析。该仪器分析范围为0.02 μm-2, 000 μm，数据导出后在Excel表中得到分布曲线）；透射电子显微镜（transmission electron microscope, TEM）观察单颗粒形貌特征，配带的能谱仪分析单颗粒赋存的显微组分。

1.2. 人正常支气管上皮细胞 {#s1-2}
-------------------------

BEAS-2B细胞株由昆明医科大学临床肿瘤学院肿瘤研究所提供，该细胞系主要用于筛选诱导或影响分化及致癌的化学或生物制剂。

1.3. 主要化学试剂和仪器 {#s1-3}
-----------------------

四氢呋喃溶液、95%酒精、胎牛血清（杭州四季青生物公司），工业生产的50 nm二氧化硅、结晶型二氧化硅（Min-U-Sil 5）（U.S. Silica Company, Berkeley springs. Wv, USA）；色谱级正丁醇、乙腈、分析级1, 200万盐酸、胰蛋白酶（Pittsburgh, PA, USA）；Hank's平衡盐溶液（Carlsbad, CA, USA）；磺酰罗丹明B，三氯乙酸（Irvine, CA, USA）；1, 1, 3, 3-四甲氧基丙烷、硫代巴比妥酸、2 -吡啶、2\', 7\'-二氯荧光素二脂（上海富众仪器有限公司）；L-丝氨酸、硼酸、二亚乙基三胺五乙酸（97%）（上海安谱科学仪器公司）；盐酸三氯三乙胺、丁基羟基甲苯、醋酸和磷酸二钠（北京华尔博科技公司）。QUANTA200型扫描电子显微镜（Philips Company, Holland），OXFORD型透视电子显微镜镜（Oxford, US），Phoenix+DIM一体化能谱及电子背散射衍射仪（EDAX Company, USA），Sartorius电子天平（Sartorius, Germany），高机能马弗炉FP310（YAMATO company, Japan），马尔文激光粒度分析仪（Malvern Instruments Ltd., USA），NOVA2000e型BET氮吸附比表面积仪（Quantachrome instruments Ltd/USA）。

1.4. 细胞培养和二氧化硅处理 {#s1-4}
---------------------------

BEAS-2B细胞复苏后用含10%胎牛血清的Hams F-12（含L-谷氨酰胺）培养基中培养，培养基中加入100 U/mL的青霉素和100 μg/mL的链霉素，在37 ℃、5%CO~2~培养基中孵化。取对数生长期的BEAS-2B细胞接种于96孔培养板中，5×10^4^个细胞/孔。每组设3个复孔，待细胞贴壁48 h后加入刺激物悬浮液共同培养。共设3个处理组，宣威组（C烟煤中自然产出的二氧化硅）、50 nm工业生产的二氧化硅组和结晶型二氧化硅组（Min-U-Sil5），其基本特征见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。

###### 

二氧化硅颗粒物表征

Characterization of the silica particles

                                     Size and distribution (nm) (Mean±SD)   Surface area (m^2^/g)   Metal impurity (dominant elements)
  ---------------------------------- -------------------------------------- ----------------------- ------------------------------------
  Silica (naturally occurring)       54±27                                  87.06                   Ca, Fe, Al, Mn
  Silica (industrially produced)     50±12                                  55.27                   Na, Ca, Fe, Al
  Silica (crystalline; Min-U-Sil5)   580±231                                5.20                    Ca, Fe, K, Al

1.5. 细胞成活率的测定 {#s1-5}
---------------------

应用3-(4, 5-二甲基-2-噻唑)-2, 5-二苯基溴化四唑（methyl thiazolyl tetrazolium, MTT）比色法检测经处理后的BEAS-2B细胞成活率变化。

1.6. 细胞毒性检验 {#s1-6}
-----------------

细胞内活性氧化酶（reactive oxygen species, ROS）的测定：细胞内活性氧化酶通过2\', 7\'-二氯荧光素二乙酸酯方法测量（2\', 7\'-dichlorofluorescin diacetate, DCFH-DA），DCFH-DA进入细胞内和细胞内活性氧化酶结合形成荧光化合物二氯荧光素二乙酸酯。具体方法是：10 mM的DCFH-DA原液用Hank's平衡盐溶液稀释500倍后作为工作液备用，待刺激物和BEAS-2B细胞共同培养24 h、48 h和72 h后用Hank's平衡盐溶液洗涤2次，将洗涤后的细胞在2 mL的工作液中37 oC孵育30 min。荧光素通过酶标仪（Thermo Scientific Microplate Reader/USA）在485 nm和525 nm波长处测定。

乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase, LDH）水平测定：乳酸脱氢酶水平根据商业试剂盒操作指南进行测量（Pointe Scientific, Inc, Lincoln Park, MI, USA）。

1.7. 统计学分析 {#s1-7}
---------------

用SPSS 17.0统计软件包进行统计学处理。每个实验重复3次，每次实验设3个复孔，所得数值采用Mean±SD表示，组间比较采用两样本*t*检验。*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. C1烟煤底灰中分离出的纳米二氧化硅颗粒物与表征 {#s2-1}
-------------------------------------------------

C1烟煤燃烧后底灰中出现大量的游离微米级和纳米级二氧化硅颗粒物，呈纤维状或球形，赋存有钙、铁等元素（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。底灰经反复多次分离后，可获得纯度较高的二氧化硅颗粒物，粒径分布多数为纳米级，少数为微米级，呈球形或不规则貌，与底灰中的二氧化硅颗粒物相比，其形貌未发生改变，分散较好，无明显团聚现象。能谱分析发现，二氧化硅颗粒物同时赋存少量的铝、钙、铁等元素（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}），使用马尔文激光粒度分析仪进行颗粒物粒径分布分析，在可测量的范围内，发现30 nm-120 nm范围内的二氧化硅颗粒物占86.8%（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

![C1烟煤燃烧后底灰中的纤维状微米级二氧化硅颗粒物（A）和球形纳米二氧化硅颗粒物（B），能谱分析发现赋存有钙、铁等元素（C）\
The fibrous silica micronparticles (A) and spheral silica nanoparticles (B) in C1 coal ash, and containing traces of iron and calcium(C)](zgfazz-15-10-561-1){#Figure1}

![底灰中分离出的二氧化硅颗粒物形态及能谱分析，赋存钙、铁和铝元素\
The picture of silica particles separated from coal ash and the EDX analysis, containing traces of iron, calcium and aluminum](zgfazz-15-10-561-2){#Figure2}

![激光粒度分析结果，分离出的二氧化硅颗粒物主要分布在30 nm-120 nm之间\
Particle size analysis by laser particle size analyzer, the silica particles are mainly distributed from 30 nm to 120 nm](zgfazz-15-10-561-3){#Figure3}

通过透射电子显微镜进行单颗粒形态分析，发现这些颗粒物表面不光滑，形态不规整，少数呈纤维状，单颗粒主要成分为硅元素，赋存有铝、铁和锰等元素（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![底灰中分离出的二氧化硅单颗粒形貌，表面不光滑，形貌不规则，赋存有铝、铁和锰元素\
The morphology of single silica nanoparticles separated from coal ash, have irregular surface area and containing traces of iron, calcium and manganese](zgfazz-15-10-561-4){#Figure4}

2.2. BEAS-2B细胞成活率变化 {#s2-2}
--------------------------

将0.1 g分离出的二氧化硅颗粒物溶于100 mL超纯水中，在超声波浴缸中震荡，配制成1 mg/mL的悬浮溶液为实验组（宣威组）。设相同浓度工业化生产的50 nm二氧化硅组、结晶型二氧化硅（Min-U-Sil 5）组和空白组为对照。待细胞贴壁48 h后，在培养基内分别加入配制的悬浮溶液，使刺激浓度分别达10 μg/mL、50 μg/mL和100 μg/mL。共同培养48 h后，应用MTT法检测细胞成活率变化情况。当刺激浓度为10 μg/mL时，与空白组相比，宣威组、50 nm二氧化硅组和结晶型二氧化硅组的细胞成活率分别为88.7%、89.1%和94.9%，宣威组的细胞成活率下降与结晶性二氧化硅组相比有差异（*P*=0.036, 7）；当二氧化硅刺激浓度为50 μg/mL时，其各组的细胞成活率分别为76.6%、87.6%和90.2%，宣威组的细胞成活率下降与50 nm二氧化硅组和结晶型二氧化硅组相比均有明显差异（*P*=0.007, *P*=0.001）；当刺激浓度为100 μg/mL时，各组的细胞成活率分别为57.3%、72.5%和78.7%，宣威组的细胞成活率下降与50 nm二氧化硅组和结晶型二氧化硅组相比均有明显差异（*P* \< 0.05）（[图 5](#Figure5){ref-type="fig"}）。虽然各组的细胞成活率均随二氧化硅刺激浓度的增加而下降，但以宣威组细胞成活率下降最为明显，其主要原因可能是在相同的质量下，从宣威烟煤燃烧底灰中提取的自然产出的二氧化硅颗粒物因形态不规则而具有较大的表面积，而颗粒物的表面积是影响其生物活性的最主要因素^\[[@b6]-[@b9]\]^。

![暴露10 *μ*g/mL、50 *μ*g/mL或100 *μ*g/mL自然产出的二氧化硅（宣威组）、工业生产的50 nm二氧化硅和结晶型二氧化硅48 h后BEAS-2B细胞成活率变化情况，数值采用均数±标准差表示。^\*^表示细胞成活率下降组间比较有差异，^\*\*^表示组间比较有明显差异\
Changes in viability of BEAS-2B cells after 48 h exposure to 10 *μ*g/mL, 50 *μ*g/mL, or 100 *μ*g/mL of naturally-occurring silica nanoparticles (Xuan Wei group), 50 nm industrially-produced silica particles and crystalline silica (Min-U-Sil5). Values are the Mean±SD from three independent experiments. ^\*^Indicates the decrease in cell viability was significantly different (*P* \< 0.05), ^\*\*^ (*P* \< 0.01).](zgfazz-15-10-561-5){#Figure5}

2.3. 二氧化硅颗粒物对BEAS-2B细胞的体外毒性 {#s2-3}
------------------------------------------

待细胞贴壁48 h后，在培养基内分别加入配制好的悬浮溶液，使刺激浓度达100 μg/mL，待刺激培养基中的BEAS-2B细胞24 h、48 h和72 h后，测得各组BEAS-2B细胞的乳酸脱氢酶（LDH）水平逐渐升高，在相同时间点上，以宣威组细胞升高最为明显，与空白对照组相比分别升高了3.4%、9.2%和18.8%，结晶型二氧化硅组和50 nm二氧化硅组分别上升2.7%、3.8%、4.1%和5.2%、7.9%、10.3%。宣威组和结晶型二氧化硅组相比，在刺激48 h时，乳酸脱氢酶（LDH）升高有差异（*P*=0.027），在刺激72 h时有明显差异（*P*=0.001），与工业生产的50 nm二氧化硅组相比在各时间点均无明显差异。细胞培养基中的乳酸脱氢酶水平升高，提示存在细胞膜损伤，且上升越明显其细胞膜损伤越严重^\[[@b10]\]^。宣威烟煤燃烧后底灰中提取的自然产出的二氧化硅颗粒物因形态不规则，表面不光滑，部分呈纤维状而更容易穿透细胞膜而造成细胞膜损伤。因此，在相同的刺激时间、刺激浓度和相近的粒径下（50 nm组），宣威组的乳酸脱氢酶升高最明显（[图 6](#Figure6){ref-type="fig"}）。

![自然产出的纳米二氧化硅、结晶型二氧化硅和工业生产的纳米二氧化硅（50 nm）刺激24 h-72 h后，BEAS-2B细胞LDH水平变化情况，数值采用Mean±SD表示，^\*^代表相同时间点上LDH水平上升组间比较有差异（*P* \< 0.05），^\*\*^代表LDH水平上升组间比较有明显差异（*P* \< 0.01）\
The LDH level changes of BEAS-2B cells after 24 h-72 h exposure to naturally occurring silica nanoparticles (Xuan Wei group), 50 nm silica nanoparticles (industrial produced) and crystalline silica, values are Mean±SD from three independent experiments. ^\*^Indicated the LDH level differentb (*P* \< 0.05), ^\*\*^ (*P* \< 0.01)](zgfazz-15-10-561-6){#Figure6}

细胞内活性氧化酶（reactive oxygen species, ROS）通过二氯荧光素（dichlorofluorescin, DCF）荧光强度来表示，DCF荧光强度随二氧化硅刺激时间的延长而增加。与空白组相比，当刺激时间为24 h时，宣威组的荧光强度增加了37.4%，与结晶型二氧化硅组增加的16.6%相比有差异（*P*=0.047, 2）；当刺激时间为48 h时，宣威组的荧光强度增加了48.1%，与结晶型二氧化硅组增加的26.8%相比有明显差异（*P* \< 0.001），与50 nm二氧化硅组增加的30.1%相比有差异（*P*=0.031, 2）；当刺激时间为72 h时，宣威组的荧光强度增加了70.5%，与50 nm二氧化硅组增加的48.9%和结晶型二氧化硅增加的41.2%相比均有明显差异（*P* \< 0.001, *P*=0.001）（[图 7](#Figure7){ref-type="fig"}）。ROS是细胞代谢活化过程中产生的一系列活性氧簇，ROS的氧化能力强，广泛参与胞内信号的传递，能激活丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinases, MAPKs）通路和转录因子复合物激活蛋白1（transcription factor complexes including activator protein-1, AP-1）通路。这些通路的激活可能促进炎症反应，增加感染，甚至与癌症发生相关^\[[@b11]\]^。

![自然产出的纳米二氧化硅、结晶型二氧化硅和工业生产的纳米二氧化硅（50 nm）刺激24 h-72 h后，BEAS-2B细胞DCF荧光强度的变化。数值采用Mean±SD表示，^\*^代表DCF荧光强度增加组间比较有差异（*P* \< 0.05），^\*\*^代表DCF荧光强度增加组间比较有明显差异（*P* \< 0.01）\
The DCF-fluorescence increase of BEAS-2B cells after 24 h-72 h exposed to naturally occurring silica nanoparticles (Xuan Wei group), 50 nm silica nanoparticles (industrially produced) and crystalline silica. Values are Mean±SD from three independent experiments, ^\*^indicated the DCF-fluorescence increase differently (*P* \< 0.05), ^\*\*^ (*P* \< 0.01)](zgfazz-15-10-561-7){#Figure7}

3. 讨论 {#s3}
=======

中国云南省宣威地区是我国非吸烟女性肺癌发病率最高的地区之一。研究表明，宣威地区肺癌高发与吸烟和工业污染等因素相关不明显，可能与当地开采和使用的C1烟煤中不同寻常的二氧化硅含量相关。这种假设主要是通过初步的煤地质化学评价，发现C1烟煤中相对富集的硅元素提出，但没有在统计学上定量，也没有观察二氧化硅颗粒物形态，然而，二氧化硅颗粒物形态在肺损伤方面是一个主要因素^\[[@b12]\]^。本研究的目的在于：①应用物理方法从宣威肺癌高发地区开采和使用的C1烟煤燃烧产物中分离出纳米二氧化硅，观察二氧化硅颗粒物的形态特征以及和其它元素之间的依存关系；②通过体外细胞实验，明确这种自然产出的纳米二氧化硅与工业生产的纳米二氧化硅和结晶型二氧化硅对正常人支气管上皮细胞的体外毒性有何不同。

3.1. C1烟煤燃烧底灰中的二氧化硅颗粒物分离与表征 {#s3-1}
-----------------------------------------------

我们应用物理方法从C1烟煤燃烧底灰中分离出的二氧化硅颗粒物，通过激光粒度分析后发现其粒经主要分布在30 nm到120 nm之间。颗粒物的粒径是重要的物理参数，它决定了颗粒物在人体呼吸系统中的沉积位置，粗颗粒物（2.5 μm-10 μm）主要附着在上呼吸道内，细颗粒（0.1 μm-2.5 μm）大部分沉积在下呼吸道中，而纳米颗粒物（\< 0.1 μm）能深入末端支气管中，为颗粒物进一步迁移及毒害作用创造了条件^\[[@b13]\]^。我们从C1烟煤底灰中分离出的二氧化硅颗粒物多数为纳米级，这些颗粒物可以随着清理灰槽和抛洒底灰过程中产生的飞灰进入呼吸道。我们在调查中发现，宣威地区农村女性主要承担了清理灰槽和抛洒底灰作为农田肥料等工作，长时间吸入这些颗粒物可能对健康造成损害。另外，这种天然产出的纳米二氧化硅颗粒物形态各异，多成球形，少数呈纤维状，表面多不光滑，在相同质量浓度下，自然产出的纳米二氧化硅颗粒物比工业生产的纳米二氧化硅具有更大的表面积。能谱分析发现赋存有铝、钙和铁等元素，目前没有发现人类摄入钙和铁元素可能导致癌症发生的报道，但是，如果人类过多的摄入铝元素可能与癌症发生相关^\[[@b14]\]^。因此，从烟煤底灰中分离出的纳米二氧化硅颗粒物因其具有独特的粒径分布、巨大的比表面积和复杂的显微组分可能造成比工业生产的纳米二氧化硅和结晶型二氧化硅更严重的健康危害。

3.2. C1烟煤自然产出的纳米二氧化硅对支气管上皮细胞的体外毒性 {#s3-2}
-----------------------------------------------------------

物理方法从煤燃烧底灰中分离纳米二氧化硅颗粒物较化学方法简单、易行、廉价和分离过程无污染等特点，最重要的是这种方法没有改变原有纳米二氧化硅颗粒物的形貌、粒径和显微组份的依存关系。

通过使用从C1烟煤底灰中分离出的纳米二氧化硅颗粒物刺激体外培养的BEAS-2B细胞，发现对细胞成活率和细胞活性氧（ROS）水平的影响较明显，当刺激时间超过24 h，与工业化生产的纳米二氧化硅和结晶型二氧化硅相比均有差异，说明这种天然产出的纳米二氧化硅颗粒物可能具有比结晶型二氧化硅和工业生产的纳米二氧化硅更高的细胞毒性。这种自然产出的纳米二氧化硅颗粒物粒径大小不等、表面不光滑、形态不规则，巨大的表面积可保持很高的生物学活性，能导致氧化应激甚至DNA损伤，这些影响被认为可能与癌症发生相关^\[[@b15]\]^。另外，这种天然产出的纳米二氧化硅还赋存有铝、钙和铁等元素。因此，在进行C1烟煤中的纳米二氧化硅颗粒物细胞毒性研究方面，既要考虑这些颗粒物的粒径和形貌特征，还要考虑其显微组分的依存关系。

对于致癌物质的分离和鉴定，是一个非常复杂的工作，本研究的主要成果是用物理方法分离出了烟煤燃烧产物中的纳米二氧化硅颗粒物，保持了原有的理化特性，为进一步进行更深入的体外细胞实验和标准动物模型的建立提供了物质基础。
